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Epilepsy is a common neuronal disorder characterized by hyperexcitability and progressive seizures. 
It is known that epilepsy become more severe with each incident of seizures. The amount of plastic changes 
that occur at the very early stage of epilepsy may be a prognosis of epileptogenesis. However, such plasticity 
has not been thoroughly addressed. Describing the mechanisms of the initial response and the subsequent 
cascading events would be useful for devising a new preventative medicine for the suppression of 
epileptogenesis. Here, I demonstrated that acute plastic changes of the astrocytic network occur in response 
to the first-time exposure to an epileptiform activity. 
Astrocytes, a major class of the macroglial cells, have a strong control over neuronal excitability 
and the mode of information processing. This control is accomplished by adjusting the levels of various 
ions in the extracellular space. The network of astrocytes connected via gap junctions allows a wider or 
more confined distribution of these ions depending on the open probability of the gap junctions. K+ 
clearance relies on the K+ uptake by astrocytes and the subsequent diffusion of K+ through the astrocyte 
network. When astrocytes become uncoupled, K+ clearance becomes hindered. Accumulation of 
extracellular K+ leads to hyperexcitability of neurons, which may further exacerbate seizures.  
The aim of this study was to understand the cellular mechanisms leading to the exacerbation of 
epilepsy. To this end, I employed electrophysiology and extra- and intra-cellular ion concentration recording 
techniques to analyze the contribution of astrocyte gap junction coupling in acute mouse hippocampal slices. 
It is possible that only a brief seizure experience could be enough of a trigger to induce plastic 
changes in the brain, leading to a state prone to more severe hyperactivity. To create such short-term 
plasticity model of exacerbation of epilepsy, acute hippocampal slice was exposed to Mg2+-free superfusate 
containing a GABAA receptor antagonist (picrotoxin), which can induce epileptiform activity. Current 
clamp recordings from pyramidal cells in hippocampal CA1 confirmed the epileptiform-like activity within 
15 minutes of the perfusion. 
 
Extracellular K+ concentrations were recorded with K+-selective microelectrodes. K+ transients in 
response to glutamate application were measured. In slices that experienced epileptiform activity, duration 
of the K+ clearance became significantly prolonged. This confirms that epileptiform activity leads to 
impairment of K+ clearance. 
To reveal the mechanisms underlying the hindrance of K+ clearance, the degree of gap junction 
coupling between astrocytes was evaluated. I performed Na+ imaging with a fluorescent indicator (SBFI) 
to track the inter-cellular diffusion of small cations in the astrocytic syncytium via gap junctions. Diffusion 
via gap junctions rapidly became restricted after epileptiform activity. 
To further explore the mechanisms underlying gap junction uncoupling, pH imaging was performed 
using a transgenic mouse with astrocyte specific expression of a pH sensor (Lck-E2GFP). I confirmed that 
astrocytes react to epileptiform activity with intracellular alkalization via activation of Na+/HCO3- co-
transporter (NBC). By the pharmacological blockade of NBC, intracellular alkalization, gap junction 
uncoupling, and exacerbation of hyperactivity was prevented in vitro. The anti-epileptic effect of the NBC 
blocker was also demonstrated in an in vivo mouse model of progressive epilepsy.  
These data thus demonstrate a 
functional plasticity of astrocytes in response 
to short-term hyperactivity of neurons, which 
apparently leads to exacerbation of epilepsy. 
By uncovering the mechanisms underlying 
the plasticity of astrocyte gap junctions, I was 
able to propose a possible target for 
suppressing epileptogenesis at the very early 
stage.  
This finding shows the powerful 
effects of the astrocyte state on the function 
of neuronal circuits. Such astrocyte plasticity may occur in both physiological and pathophysiological 
situations and contribute to the outstanding dynamism of the brain function. 
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論文審査結果の要旨 
 
小野寺麻理子提出の博士論文「アストロサイト間ギャップ結合閉塞によるてんかん重篤化機構の
解明」では、てんかん病態において、脳内アストロサイトによるカリウムイオンバランス制御機構
が障害されるメカニズムを解明し、発作の重篤化を防ぐ、新たな治療戦略を提案した。 
脳は、神経細胞とグリア細胞により構成されている。グリア細胞の一種であるアストロサイトは、
細胞外カリウムイオン除去機能（K+クリアランス）により、健常な脳内環境を保持している。神経
活動にともない、細胞外のカリウムイオン濃度は増加するが、通常は、アストロサイトの K+クリ
アランス機能が発揮されることで、カリウムイオン濃度は正常な範囲に維持される。細胞外に生じ
た高濃度カリウムイオンは、まず、アストロサイト細胞内に取り込まれる。個々のアストロサイト
の細胞質はギャップ結合により繋がっているため、アストロサイトに取り込まれたカリウムイオ
ンは、アストロサイト同士のネットワーク内部を濃度勾配に従って移動し、広く拡散することで局
所的な高濃度カリウムイオンは解消される。 
本研究では、脳の細胞内外のイオン動態を計測する電気生理学的手法やイメージング法を用い
て、アストロサイト機能の変化とてんかん病態の増悪の関係を明らかにすることに取り組んだ。実
験の結果、(1)てんかん様発作にともない、アストロサイトに発現する Na+/HCO3-共輸送体が活性
化してアストロサイト細胞内の pH がアルカリ化し、(2)アストロサイトのアルカリ化にともなっ
てアストロサイト間ギャップ結合障害が誘発され、その結果、(3)K+クリアランス機能が障害され
ることが明らかになった。さらに、(1)の過程で生じるアストロサイト細胞内 pHのアルカリ化を薬
理学的に阻止すると、(4)てんかん発作の重篤化を阻止できることを明らかにした。(4)の過程につ
いては、急性脳スライス標本を用いた細胞・回路レベルの解析、および、生きているマウスを用い
た行動レベルの解析で確認された。本研究の結果を通して、てんかん病態の増悪化の予防を目指す
創薬等、アストロサイトを標的とした新規てんかん治療戦略が確立されることが期待される。 
以上の成果が得られたことは、自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有するこ
とを示している。したがって、小野寺麻理子提出の論文は、博士（生命科学）の博士論文として合格
と認める。 
